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nekrosis pada perbanyakan kakao (Theobroma cacao L.) secara
in vitro
Effectiveness of calcium chloride in reduction of shoot necrosis on cocoa
(Theobroma cacao L.) in vitro propagation
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Ringkasan
Berbagai upaya telah dikembangkan untuk optimasi berbagai tahapan
mikropropagasi secara in vitro. Proses pendewasaan planlet dan pra-aklimatisasi
merupakan tahapan penting yang harus diperhatikan untuk menghasilkan tanaman
yang vigor dan siap ditanam di lapangan. Tujuan penelitian adalah untuk mengurangi
terjadinya nekrosis pada tunas kakao sehingga diperoleh planlet yang vigor dalam
perbanyakan in vitro melalui penambahan kalsium klorida (CaCl2). Dalam penelitian
ini digunakan dua tahap perkembangan embrio, yaitu tahapan pendewasaan embrio
dan tahapan pertunasan kecambah. Penelitian menggunakan percobaan faktorial
yang disusun dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari dua
faktor, yaitu faktor konsentrasi CaCl2 terdiri dari 0, 50, 100, 150, dan 200 mg/l,
dan faktor klon yaitu Sulawesi 1 dan Sca 6. Setiap percobaan diulang sebanyak
tiga kali, sehingga didapatkan jumlah kombinasi percobaan 5x2x3=30 satuan
percobaan. Parameter yang diamati meliputi persentase kemampuan eksplan untuk
membentuk tunas dan persentase planlet vigor. Hasil yang diperoleh menunjukkan
bahwa perlakuan penambahan CaCl2 pada konsentrasi 150 mg/l selama tahapan
pendewasaan dapat meningkatkan keragaan kecambah dan dapat meningkatkan
persentase titik tumbuh, tetapi tidak dapat mencegah terjadinya gejala nekrosis
pada titik tumbuh planlet. Sedangkan pada konsentrasi 50 mg/l selama tahap pertunasan
dapat mengurangi timbulnya gejala nekrosis sehingga dapat meningkatkan kualitas
planlet yang dihasilkan secara in vitro.
Kata kunci: kakao, nekrosis, kalsium klorida, embriogenesis somatik, embrio, planlet,
in vitro.
Summary
Various efforts have been developed for the optimization of the various
stages in vitro micropropagation. The maturation stage and pre-acclimatization
plantlets is an important stages that must be considered to produce vigorous
plants and ready to be planted in the field. The purpose of this study was to
reduced shoot tip necrosis in cocoa planlets to obtaine vigorous planlets  from
in vitro propagation through the addition of Calcium Chloride (CaCl2). The study
used two stages of embryogenic development. The first was embryo maturation
stage and the second was the shoot growth development stage. The study was
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arranged factorially in experiment design of Completely Randomized Design con-
sisting of two factors i.e. concentration of CaCl2 consisted of 0, 50, 100, 150, and
200 mg/l and clones consisted of Sulawesi 1 and Sca 6. Each experiment was
repeated three times, so the number of combination trials were 5x2x3=30 experi-
mental units. The parameters observed included shoot growth percentage and
vigorous planlets percentage. The results showed that the addition of CaCl2 at a
concentration of 150 mg/l during maturition stage increased the embryos perfor-
mance and percentage of shoot tip. However, it could not prevent the shoot tip
necrosis. Whereas, the addition at a concentration of 50 mg/l during the shoot
growth development stage could reduced necrosis, suggested to increase the qua-
lity of in vitro planlets.
Key words: Cocoa, necrosis, calcium chloride, somatic embryogenesis, embryos, planlets,
in vitro.
PENDAHULUAN
Produksi bahan tanam dalam jumlah
besar dan waktu yang singkat untuk
menghasilkan tanaman yang sehat untuk
bahan tanaman unggul membutuhkan
teknologi perbanyakan in vitro. Berbagai
upaya telah dikembangkan untuk optimasi
berbagai tahapan mikropropagasi secara
in vitro, tetapi proses pendewasaan planlet
dan pra aklimatisasi merupakan tahapan
penting yang harus diperhatikan untuk
menghasilkan tanaman yang vigor siap
ditanam di lapangan. Oleh karena itu,
tahapan tersebut merupakan titik kritis
dalam transplantasi tanaman selanjutnya.
Planlet yang telah bertunas melalui metode
in vitro secara tidak langsung telah
terkondisikan pada lingkungan mikro yang
terseleksi dengan stres minimum dan
kondisi optimum untuk pertumbuhan
(Hazarika, 2003).
Potensi perkembangan planlet tidak
akan mencapai maksimal jika menghadapi
masalah dalam perbanyakannya, diantara-
nya variasi somaklonal (Hwang, 2002;
Farid et al., 2006; Yunita, 2009),
hyperhydricity (Misra & Datta, 2001;
Kadota & Niimi, 2003; Marino et al.,
2003), nekrosis shoot tip dan dieback.
Salah satu kendala yang dihadapi pada
perbanyakan secara in vitro antara lain
nekrosis pada shoot tip serta kematian pada
shoot tip dan daun. Nekrosis pada tanaman
disebabkan oleh kematian jaringan
tanaman. Hal ini biasanya disertai oleh
perubahan warna menjadi hitam atau coklat
pada daerah yang terkena. Nekrosis pada
shoot tip menimbulkan banyak kerugian
pada spesies tanaman berkayu (Kulkarni
& D’Souza, 2000). Salah satu bagian dari
vitrification (hyperhidricity) adalah shoot
tip necrosis yang merupakan masalah
utama pada kultur tunas Pistacia secara
in vitro (Abousalim, 1990). Masalah
fisiologi ini terjadi pada tiga tahap pertama
perkembangan kultur, dan hal ini telah
diamati pada perkecambahan pada kedua
P. vera dan P. atlantica yang dikecambah-
kan secara in vitro atau ketika tahapan
untuk menginduksi tunas pada kecambah.
Beberapa hipotesis telah dikemukakan
untuk mengetahui penyebab shoot tip ne-
crosis. Namun, defisiensi Boron (Mason
& Guttridge, 1974) dan khususnya
defisiensi Calsium (Sha et al., 1985;
McCrown & Sellmer, 1987) telah di-
laporkan sebagai penyebab yang paling
sering ditemui pada kasus shoot tip
necrosis. Gejala nekrosis telah menimbul-
kan tingginya tingkat kematian pada bibit
kakao, F3 Amazon dan Amelonado di
dalam rumah kaca (Chude & Obigbesan,
1983). Pada micrografting Pistacia
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(Abousalim & Mantell, 1992), shoot tip
necrosis menjadi lebih banyak ditemui pada
tahap pertunasan seiring dengan meningkat-
nya jumlah sub kultur. Berbagai faktor
seperti media, berbagai macam sumber
karbon seperti arang aktif, dan sumber
kalsium telah diketahui dapat mengurangi
terjadinya nekrosis pada tunas. Shoot tip
necrosis dapat dengan mudah diatasi
dengan penambahan beberapa taraf
kalsium (Arifullah, 2011). Perubahan
warna dari ujung daun muda menjadi
kecoklatan bahkan menghitam adalah gejala
awal dari nekrosis, yang kemudian diikuti
oleh bagian batang, dan pada akhirnya
mengakibatkan seluruh bagian mengalami
perubahan warna menjadi kecoklatan,
menghitam dan kemudian mati (Martin
et al., 2007).
Kebutuhan akan penyediaan bibit yang
berkualitas mendorong untuk diperolehnya
planlet yang vigor. Planlet yang dihasilkan
dari perbanyakan in vitro cenderung rentan
dengan perubahan kondisi lingkungan, dari
kondisi heterotrof menjadi autotrof.
Perkembangan planlet hasil per-
banyakan secara in vitro merupakan
tahapan penting sebelum dilakukan
transplantasi tanaman ke lapangan untuk
proses aklimatisasi. Untuk mendapatkan
planlet yang vigor, maka kondisi dalam
mendukung pertumbuhan planlet haruslah
optimum. Kondisi lingkungan secara mikro
harus diperhatikan dan disesuaikan dengan
kebutuhan standar tanaman untuk tumbuh
dan berkembang.
Penelitian ini bertujuan untuk me-
ngurangi terjadinya nekrosis pada shoot
tip yang diikuti dengan kematian bagian
planlet yang lain sehingga diperoleh planlet
yang vigor hasil perbanyakan in vitro
melalui penambahan kalsium klorida
(CaCl2) pada media kultur.
 BAHAN DAN METODE
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Januari-Agustus 2011 di Laboratorium
Bioteknologi dan Rumah Kaca Pusat
Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia.
Dalam penelitian penerapan keefektifan
penambahan kalsium klorida  ini digunakan
dua tahap perkembangan embrio. Perlaku-
an pertama adalah tahapan pendewasaan
embrio. Embrio yang sudah terseleksi
diberi perlakuan kalsium klorida pada
media cair dalam erlenmeyer (setiap
erlenmeyer terdiri dari 50 embrio) selama
dua minggu (tujuh hari dalam kondisi gelap
dan tujuh hari dalam kondisi terang).
Perlakuan kedua adalah tahapan pertunasan
kecambah. Kecambah yang diperoleh dari
embrio terseleksi ditumbuhkan dalam media
pertunasan yang telah ditambahkan kalsium
klorida dalam botol kultur (setiap botol
terdiri dari lima kecambah) dengan lama
periode kultur adalah enam minggu (dengan
penyinaran 16 jam gelap dan 8 jam terang).
Pengamatan dilakukan tiap dua minggu
sekali selama enam minggu. Ruang kultur
dikondisikan pada suhu 25OC dan
kelembaban 60% dengan intensitas cahaya
lampu ±1.000-6.000 lux.
Penelitian ini menggunakan percobaan
faktorial yang disusun dengan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari
dua faktor, yaitu faktor konsentrasi CaCl2
terdiri dari 0, 50, 100, 150, dan 200
mg/l, dan faktor klon yaitu Sulawesi 1 dan
Sca 6. Setiap percobaan diulang sebanyak
tiga kali, sehingga didapatkan jumlah
kombinasi percobaan 5 x 2 x 3 = 30 satuan
percobaan. Parameter yang diamati
meliputi persentase kemampuan eksplan
untuk membentuk tunas, persentase
nekrosis dan persentase kematian planlet.
Pengamatan dilakukan pada bulan ketiga
dan ketujuh setelah aplikasi perlakuan.
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Pengaruh perlakuan terhadap parameter
yang diamati diuji dengan analisis sidik
ragam dan bila analisis sidik ragam nyata
maka dilakukan uji lanjut dengan Duncan
Multiple Range Test (DMRT) pada taraf
5%.
Gejala nekrosis pada tunas dinyatakan
timbul apabila sekumpulan sel secara
terbatas pada jaringan tertentu mati,
sehingga terlihat adanya bercak-bercak
atau noda yang berwarna coklat atau hitam.
Bentuk bercak dapat berbentuk bulat,
memanjang, bersudut maupun tidak
beraturan. Kematian pada tunas, akan
menyebar ke seluruh bagian tanaman
sehingga tanaman bisa mati.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penambahan Kalsium klorida Pada
Tahapan Pendewasaan
Tahapan pendewasaan pada per-
kembangan perbanyakan secara in vitro
adalah suatu tahapan perkembangan
embrio menjadi kecambah untuk siap
menjadi planlet. Pada tahapan pendewasa-
an terjadi perkembangan dari struktur
globular membentuk kotiledon dan
premordia akar. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa tahap pendewasaan
adalah tahap yang paling sulit, hal ini
dikarenakan pada tahapan ini terjadi
pembelahan sel secara longitudinal dari
satu sel menjadi enam sel hingga akhirnya
terbentuk meristem tunas dan meristem
akar (Purnamaningsih, 2002). Pada tahapan
ini embrio yang terseleksi dipersiapkan
untuk tumbuh normal menjadi kecambah
yang siap ditunaskan, sehingga perlakuan
penambahan kalsium klorida pada media
pendewasaan kecambah diharapkan dapat
meningkatkan performa kecambah dan
meningkatkan persentase munculnya titik
tumbuh pada kecambah. Kalsium
merupakan salah satu unsur yang dapat
menjaga permeabilitas differensial dan
membran sel. Selain itu, kalsium juga
memiliki peranan penting dalam menjaga
turgor dinding sel dan pembukaan stomata.
Beberapa fungsi tersebut, telah terbukti
dapat menghambat proses senescence pada
beberapa jenis buah dan sayuran seperti
pada tomat, lettuce, dan kembang kol
(Kader, 1992). Ion kalsium berperan
penting bagi pertumbuhan tanaman kearah
atas dan pembentukan kuncup, sedangkan
ion klorida berfungsi sebagai aktivator
enzim-enzim yang menguraikan air pada
proses fotosintesis (Fageria, 1984).
Defisiensi unsur Ca dicirikan oleh
berkurangnya pertumbuhan jaringan
meristematik. Gejala-gejalanya yang
timbul tampak pada daun, dimana daun-
daun muda selain berkeriput mengalami
perubahan warna, pada ujung dan tepi-
tepinya klorosis (berubah menjadi kuning)
dan pada tingkat lanjut menjadi nekrosis
(Marschner, 1990).
Persentase munculnya titik tumbuh
meningkat sesuai dengan pertambahan
konsentrasi CaCl2. Pada konsentrasi CaCl2
150 mg/l terjadi peningkatan persentasi
munculnya titik tumbuh secara signifikan
yaitu sebesar 35,47% untuk Sulawesi 1
dan 45,60% pada Sca 6, tetapi mengalami
penurunan pada konsentrasi CaCl2
200 mg/l yaitu sebesar 17,43% pada
Sulawesi 1 dan 17,50% pada Sca 6.
Media pada tahapan pendewasaan adalah
media cair sehingga penyerapan CaCl2
pada embrio dapat lebih maksimal, dimana
seluruh bagian dari embrio dapat langsung
menyerap unsur hara. Gejala nekrosis yang
ditunjukkan pada klon Sulawesi 1 dan
Sca 6 serupa yaitu timbul bercak
kecoklatan pada titik tumbuh planlet, yang
kemudian diikuti dengan seluruh bagian
planlet mengalami browning yang pada
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akhirnya mengalami blackening dan
dying.
Penambahan CaCl2 pada tahap
pendewasaan diharapkan selain untuk
meningkatkan performa kecambah dan
meningkatkan persentase tunas, juga untuk
mencegah terjadinya nekrosis. Hal ini,
dapat dilihat dari keragaan kecambah hasil
pendewasaan terlihat lebih vigor dan warna
embrio putih pekat tidak transparan
dibandingkan dengan kecambah tanpa
perlakuan penambahan CaCl2. Namun,
peningkatan performa kecambah dengan
ini menjadi materi pra-aklimatisasi di
lapangan. Namun, nekrosis pada titik
tumbuh merupakan kendala dalam
menghasilkan planlet yang vigor.
Sehingga, penambahan kalsium klorida
pada tahapan ini diharapkan dapat
mengatasi kendala tersebut.
Planlet yang vigor merupakan kunci
penting tumbuhnya planlet normal pada
tahapan pra-aklimatisasi. Materi awal yang
digunakan dalam percobaan ini adalah
kecambah yang siap ditunaskan dengan
ukuran ±1-1,5 cm. Penambahan berbagai
adanya penambahan CaCl2, tidak diikuti
oleh penurunan gejala nekrosis pada titik
tumbuh planlet, sehingga tingkat kematian
planlet masih tinggi. Hal ini searah dengan
pernyataan Abousalim & Mantell (1994),
bahwa penambahan CaCl2 pada media
dasar MS (bahkan hingga sepuluh kali
lipat) secara signifikan dapat mengurangi
nekrosis, meskipun hal tersebut tidak dapat
mencegah terjadinya nekrosis.
Klon
Clones
Kosentrasi CaCl2
CaCl2
concentration
(mg/l)
Persentase
titik tumbuh, %
Shoot tip
percentage, %
Persentase nekrosis, %
Necrosis percentage, %
Persentase
kematian planlet, %
Planlets mortality
percentage, %
Sulawesi 1
Sca 6
0
50
100
150
200
0
50
100
150
200
4.6
16.27
20.27
35.47
17.43
8.37
11.33
16.20
45.60
17.50
c
b
b
a
b
d
cd
bc
a
b
20.33
17.82
16.70
8.30
19.46
21.87
19.30
17.10
7.40
15.67
a
a
a
b
a
c
bc
b
a
b
87.10
78.67
75.10
70.47
76.20
83.00
76.33
75.40
68.20
72.67
c
b
b
a
b
c
b
b
a
ab
Catatan (Notes) : Angka-angka dalam kolom yang sama yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda
nyata pada taraf uji Duncan pada taraf 5% (Figures in the same column followed by the same letter are not
significantly different to Duncan at 5% level).
Tabel 1. Pengaruh penambahan konsentrasi CaCl2 pada tahap pendewasaan
Table 1. Effect of CaCl2 consentration on maturition stage
Penambahan Kalsium Klorida Pada
Tahapan Pertunasan
Tahapan pertunasan merupakan
tahapan penting dalam menghasilkan planlet
vigor yang tumbuh normal. Pada tahapan
ini terjadi pembentukan tunas dan akar.
Pada media pertunasan konsentrasi zat
pengatur tumbuh yang digunakan sangat
rendah atau bahkan tidak diberikan sama
sekali. Planlet yang dihasilkan dari tahapan
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taraf konsentrasi kalsium klorida (50-200
mg/l) pada media pertunasan dapat
mengatasi masalah nekrosis dan kematian
dari tunas kakao. Pada taraf penggunaan
CaCl2 dengan konsentrasi 50 mg/l pada
perlakuan klon Sulawesi 1 dan Sca 6 secara
signifikan dapat menurunkan persentase
nekrosis pada tunas. Menurut Martin
et al. (2007), penambahan beberapa taraf
kalsium klorida (25-150 mg/l) pada me-
dia pertunasan dapat mencegah terjadinya
nekrosis dan dieback pada tunas pisang dan
plantain. Konsentrasi kalsium klorida
50-100 mg/l dianggap lebih efisien dalam
mengatasi masalah tersebut.
Kecambah yang ditanam pada media
tanpa penambahan CaCl2, pada pengamat-
an minggu kedua, gejala nekrosis yang
timbul pada tunas sudah dapat dideteksi,
meskipun hanya berupa bercak kecoklatan
pada tunas, dan pada pengamatan berikut-
nya bercak tersebut mulai menghitam pada
bagian titik tumbuh dan mengakibatkan
kematian pada planlet bahkan ketika
kecambah sudah menjadi planlet sempurna
dan siap diaklimatisasi. Potensi terjadinya
nekrosis dapat dikurangi dengan penam-
bahan CaCl2 pada media pertunasan.
Rahman (1999) mengemukakan bahwa
pemberian 100 ppm pada tanaman
poissentia dapat mengurangi terjadinya
bract necrosis pada ‘Poissentia V-14
Glory’. Halevy et al. (2006) mengemuka-
kan bahwa perlakuan CaCl2 pada bunga
potong mawar dapat mendorong pemekar-
an kuntum bunga mawar dan menghambat
terjadinya senescence.
Tunas yang tumbuh pada planlet kakao
dengan penambahan CaCl2, tidak menunjuk-
kan gejala nekrosis lebih lanjut ataupun
kematian setelah lebih dari 6 minggu.
Menurut Sukma & Gigin (2007), pening-
katan konsentrasi kalsium yang diberikan
tidak selalu meningkatkan jumlah kalsium
yang terserap. Konsentrasi yang terlalu
tinggi justru dapat menimbulkan kerusakan
pada jaringan tanaman akibat keracunan.
Hal ini dapat dilihat dari hasil percobaan
pada Tabel 2, bahwa peningkatan konsen-
trasi CaCl2 menunjukkan terjadinya
penurunan jumlah tunas yang terbentuk
pada planlet.
Nekrosis pada tunas kakao (Gambar
2A dan 2B) muncul pada periode kultur
Minggu-2
Catatan (Notes) : Angka-angka dalam kolom yang sama yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan  tidak berbeda
nyata pada taraf uji Duncan pada taraf 5% (Figures in the same column followed by the same letter are not
significantly different to Duncan at 5% level)
Klon
Clones
Kosentrasi CaCl2
CaCl2 concentration
(mg/l)
Persentase nekrosis, %
Necrosis percentage, %
Persentase
kematian planlet
Planlets mortality
percentage
Sulawesi 1
Sca 6
0
50
100
150
200
0
50
100
150
200
Tabel 2. Pengaruh penambahan konsentrasi CaCl2 pada tahap pertunasan
Table 2. Effect of CaCl2 consentration  on shoot growth development stage
Minggu-2
Week-2
Minggu-4
Week-4
Minggu-6
Week-6
51.20
0.00
34.18
33.73
27.80
40.80
0.00
19,87
22,83
30,37
a
d
b
b
c
a
d
b
c
d
56.67
13.24
36.27
37.57
29.87
53.77
10.17
21.43
26.33
31.67
a
d
b
b
c
a
d
c
bc
b
61.37
17.37
37.17
41.77
32.73
56.97
15.83
27.80
30.57
37.80
a
d
bc
bc
c
a
d
c
bc
bc
73.20
21.83
42.43
44.67
43.17
63.40
18.67
30.43
36.17
40.93
a
c
b
b
b
a
e
d
c
b
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Gambar 2. Planlet kakao hasil perbanyakan in vitro (A=planlet kakao yang mengalami nekrosis pada tunas tanpa penambahan
CaCl2 dan B=planlet kakao yang mengalami nekrosis pada tunas setelah penambahan CaCl2 pada konsentrasi
200 mg/l. C=Planlet kakao normal setelah perlakuan CaCl2 pada konsentrasi 50 mg/l).
Figure 2. Cocoa planlet from in vitro propagation (A= shoot tip necrosis on cocoa planlets without addition of CaCl2
and B=shoot tip necrosis on cocoa planlets after addition of CaCl2 at a concentration 200 mg/l. C. Normally
cocoa planlets after addition of CaCl2  at a concentration 50 mg/l).
A B C
Gambar 1. Keragaan embrio pada tahapan pendewasaan (A=tanpa penambahan CaCl2, B= klon Sca 6 setelah penambahan
CaCl2, C=.klon Sulawesi 1 setelah penambahan CaCl2).
Figure 1. Embrio performance on maturition stage (A=without addition of CaCl2, B= Sca 6 after addition of CaCl2,
C=Sulawesi 1 after addition of CaCl2).
kurang dari empat minggu, gejalanya
dimulai dari berubahnya warna titik tumbuh
tunas menjadi berwarna kecoklatan. Daun
yang terbentuk akan rontok, kemudian
gejala tersebut menyebar ke seluruh bagian
tanaman sehingga planlet akan mengalami
kematian. Panambahan CaCl2 pada media
pertunasan dapat mengurangi gejala
nekrosis, dimana tunas yang terbentuk
akan tetap tumbuh normal dan vigor
sampai planlet siap untuk diaklimatisasi
(Gambar 2C).
KESIMPULAN
Dari penelitian ini dapat disimpulkan
beberapa hal sebagai berikut:
1. Perlakuan penambahan CaCl2 pada
tahapan pendewasaan dapat meningkat-
kan keragaan kecambah dan dapat
meningkatkan persentase titik tumbuh
pada konsentrasi 150 mg/l. Namun, tidak
dapat mencegah terjadinya gejala
nekrosis pada titik tumbuh planlet.
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2. Perlakuan penambahan CaCl2 pada
tahap pertunasan dengan konsentrasi
50 mg/l dapat mengurangi timbulnya
gejala nekrosis sehingga dapat mening-
katkan kualitas planlet yang dihasilkan
secara in vitro dan planlet menjadi lebih
vigor.
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